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摘要 : 目的 : 热带 假 丝 酵母 以 油脂 为 底 物 发 酵 时 会 产生 副 产 物 甘 油 ， 本 研究 对 热带 假 丝 酵母 
gk 基因 进行 过 表达 ， 将 副 产 物 甘油 转化 为 能 量 ， 提 高 油脂 转化 利用 效率 。 方 法 : 本 研究 以 
热带 假 丝 酵母 Candida wee 1798 中 的 甘油 激酶 (ok) 为 研究 对 象 ， 利 用 PCR 技术 获得 


同 源 辟 基因 gkpR, 通 步 法 无 颖 克隆 将 同 源 辟 和 G418 抗 性 基因 (kan) 连接 至 pPICzoA 载 
体 ， 同 时 将 解 脂 假 丝 酵母 Candida lipolytica 1457 中 的 启动 子 基 因 pGAP 无 颖 连接 至 载体 中 
的 gfkpR， 构 成 质粒 pPICzaA-gkp, #45404 C.tropicalis 1798 感受 态 细胞 中 ， 一 次 同 


源 单 交换 ， 将 启动 子 pGK 替换 为 pG4P。 结 果 : 经 过 G418 抗 性 筛选 和 了 PCR 鉴定 ， 成 功 获 
得 pGAP 基因 替换 菌株 C. tropicalis 1798-gkPr; 发 酵 验证 结果 显示 ， 启 动 子 基因 替换 C. 
tropicalis 1798 在 以 甘油 为 底 物 培养 时 重组 菌 ODeoo 值 比 野 生 型 菌株 高 46.4%， 重 组 菌 培养 
基 中 甘油 剩余 量 比 野生 菌 降低 56.1%， 表 明 启 动 子 蔡 换 能 促进 C tropicalis 1798 对 甘油 吸收 
利用 。 此 外 ， 以 油脂 为 底 物 进行 发 酵 实验 时 还 发 现 重组 菌 产 长 链 二 元 酸 的 量 比 野生 菌 提高 
32.7%。 结 论 : 通过 启动 子 替换 手段 构建 的 重组 菌 C. tropicalis 1798-gkPr， 提 高 了 热带 假 丝 
酵母 对 于 油脂 组 分 中 甘油 成 分 的 利用 效率 。 
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Abstract: Candida _ tropicalis1798 will produces glycerol when fermented grease. 
C.tropicalis1798 efficient use of glycerol and it will provides energy for fermentation and improve 
the utilization of grease by genetically modified. In this study, a related glycerol metabolism gene 
gk in C. tropicalis 1798 was intended to replace the promoter gene.about 500 bp DNA fragment 
gkpR in gk gene was cloned by using PCR, gkpR and a G418 resistance gene (kan”) was connected 
to vector of pPICzaA by One Step Cloning Kit,the promoter gene of pGAP from C. lipolytica 
1457 will be connected to the gkpR in recombinant vector by One Step Cloning Kit. The 
recombinant plasmid pPI/CzaA-gkp was transformed into C. tropicalis 1798 competent 
cells. Through a single homologous exchange, replace the promoter pGK with pGAP. After G418 
resistance experiments,PCR determination, we obtained pGAP promoter replacement C. tropicalis 


1798-gkPr successfully;The verification results offer mentation shows, The analysis was founded 
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that the ODeoo of C. tropicalis 1798-gkPr was 46.4% higher than that of C. tropicalis 1798 and the 
glycerol content of C. tropicalis 1798-gkPr was accounted for just 56.1% when it was cultured for 
12 hours with glycerin as substrate. it revealed that replace the promoter pGAP gene affected 
utilization of glycerol in C. tropicalis 1798-gkPr. The another analysis was also founded that the 
long-chain dicarboxylic acid production of C. tropicalis 1798-gkPr was 32.7% higher than that of 
C. tropicalis 1798 when it was cultured for 6 days with oil as substrate. Conclusion: A C. 
tropicalis 1798 strain with replace the promote gene was successfully constructed by means of 
gene replace,and increased the utilization of C. tropicalis 1798 for glycerol constituents in the 
grease component. 
Keywords: gk gene, Candida tropicalis 1798, One Step Cloning Kit, pGAP gene 

热带 假 丝 酵母 (Candida tropicalis) 即 热带 念珠 菌 ， 是 常见 的 假 丝 酵 母 ， 是 一 种 双 相 型 
单 细 胞 酵母 菌 ， 广 泛 存在 于 自然 界 。C. tropicalis 是 重要 的 工业 酵母 ， 除 了 作为 工业 化 生产 
长 链 二 元 酸 、 木 糖 醇 等 化 工 原 料 的 主要 生产 菌 之 外 , 也 是 食品 造纸 等 工业 废水 的 处 理 利用 废 
弃 物 生产 单 细 胞 蛋白 的 重要 微生物 031]。 长 链 二 元 酸 (Long chain dicarboxylic acids) 是 热带 假 
丝 酵 母 生产 的 重要 化 工 用 产品 之 一 ， 主 要 用 于 高 性 能 尼龙 ， 香 料 ， 医 药 ， 农 药 等 领域 内 ， 目 
前 国内 生产 长 链 二 元 酸 主要 通过 微生物 发 酵 烷 烃 制 得 E9。 本 研究 前 期 发 现 一 热带 假 丝 酵母 
菌株 能 够 转化 油脂 产生 二 元 酸 ， 但 在 发 酵 过 程 中 发 现 ，C. tropicalis 1798 以 可 再 生 资 源 油 脂 
为 底 物 发 酵 生产 长 链 二 元 酸 的 同时 会 积累 副 产 物 甘油 。 在 酵母 细胞 中 的 代谢 过 程 中 " 引 ， 甘 
油 激酶 gk 是 利用 甘油 的 限 速 酶 , 它 催 化 甘油 磷酸 化 反应 生成 3- 磷 酸 甘 油 四 ，3- 磷 酸 甘油 在 3 
磷酸 甘油 脱氧 酶 (xxtCPD) 的 催化 下 氧化 成 磷酸 二 羟 丙 酮 ， 进 一 步 返回 至 糖 酵 解 途径 。 关 于 甘 
油 在 酵母 中 的 代谢 合成 途径 已 有 报道 bo， 但 对 酵母 中 甘油 利用 途径 的 研究 则 相对 较 少 。 

甘油 激酶 gk 作为 C. tropicalis 1798 中 甘油 代谢 的 关键 酶 ， 能 够 促进 甘油 在 酵母 细胞 中 
的 代谢 ， 该 基因 在 酵母 细胞 内 活性 的 表达 受 其 启动 子 PGK 的 控制 。 前 期 通过 大 量 实验 比 对 
发 现 ， 解 脂 假 丝 酵母 (C. lipolytica 1457) 具有 较 强 的 甘油 代谢 能 力 ， 而 该 通路 上 的 3- 磷 酸 甘 
油 醛 脱氧 酶 启动 子 pG4P 则 是 常用 的 组 成 型 强 启动 子 。 因 此 本 研究 以 C. tropicalis 1798 中 的 
甘油 激酶 gk 为 研究 对 象 ， 通 过 构建 启动 子 奉 换 载 体 ， 将 C. tropicalis 1798 中 甘油 激酶 gk 基 
因 的 启动 子 更 换 为 lipolytica 1457 中 的 pGAP 启动 子 ， 高 效 调控 gk 基因 的 表达 ， 提 高 C 
tropicalis 1798 对 甘油 的 利用 效率 ， 降 低 副 产 物 甘油 在 酵母 中 的 储存 量 ， 同 时 缓解 了 热带 假 
丝 酵 母 对 于 产物 的 降解 消耗 ， 进 而 提升 了 长 链 二 元 酸 的 产量 。 
1. 材料 与 方法 
1.1 材料 
1.1.1 菌株 、 质 粒 与 引物 

热带 假 丝 酵母 〈C. tropicalis 1798) 和 解 脂 假 丝 酵母 〈C. lipolytica 1457) 购 自 购 自 中 国 
工业 微生物 菌 种 保藏 中 心 。 含 有 G418 抗 性 基因 的 质粒 pPIC9k: 购 自 宝生 物 工程 (大 连 ) 有 限 
公司 ; 大 肠 杆 菌 (Escherichia coli) 由 本 实验 室 保藏 。 实 验 所 涉及 引物 见 表 1 所 示 。 
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表 1 实验 所 用 引物 
Table 1 Primers used in this study 


Primer Name Sequence(5’—3’) Size (bp) Restriction site 
gk-F GACCACTCTTTTGAGCTCATGCCACGTCGTAGTAGTAA 38 Sacl 
gk-R GGTACCGATCCGAGAATTTCGGCAGTTCTAGTATCAGTCC 40 
pGAP-F TTAGACCACTCTTITTGAGCTCGGTTGAAATGAATCGGCCG 40 Sacl 
pGAP-R ACTACGACGTGGCATTGTTGATGTGTGTTTAATTCAAGAATG 42 
Kan'-F GACCTTCGTTTGTGCGGATCCTGAGGGAGCCACGGTTGAT 40 BamHI 
Kan'-R GAAAAGGGGGACGGAGGATCGGTTGAGGCCGTTGAGCAC 40 
1.1.2 培养 基 


发 酵 培养 基 : (NH4)2SO4 0.1%、 酵 母 浸 粉 0.2%、 维 生 素 Bi(vitamin Bı, VB1)0.02%, NaCl 
0.2%. KH2PO4 0.8%. NazHPO4*12H20 1%, IRE 0.3%、MgSO47H2O 0.6%; 葡萄 糖 6.2%; 
油脂 ; 。 

LB 培养 基 : STANK 1%、 酵 母 浸 粉 0.3%、 和 氧化 钠 1%, pH7.0~7.4 

菌 体 增殖 培养 基 : 葡萄 糖 2%、 和 蛋白 肛 2%、 酵 母 浸 粉 1%。 

1.1.3 试剂 

限制 性 内 切 酶 BamHI、Sacl、AvwrI 购 自 赛 默 飞 世 和 尔 科技 (中 国 ) 有 限 公 司 。Ezup 柱 式 基 
因 组 DNA 抽 提 试剂 盒 、SanPrep 柱 式 DNA 胶 回 收 试剂 盒 、PCR 扩 增 试剂 盒 2xHiFi-PCR 
Master, 2xTaq PCR MasterMix 均 购 自 上 海 生 工 生物 工程 有 限 公 司 ; 高 纯度 质粒 小 量 快速 提 
取 试 剂 盒 由 艾 德 莱 生 物 公 司 提供 ;载体 pPICZaA 购 自 购 自 杭州 宝 赛 生 物 科 技 有 限 公 司 ; 一 步 
法 无 颖 克隆 试剂 盒 One Step Cloning Kit (ClonEpressID) 购 自 诺 唯 赞 生物 科技 有 限 公司 。 其 它 
试剂 均 属于 国产 分 析 纯 。 
1.1.4 仪器 与 设备 

ZQZY-CS 恒温 振荡 培养 箱 : 上 海 知 楚 仪 器 有 限 公司 ; Thermoblock PCR 仪 : 德国 Veriti 
公司 ; DYY-12 型 电泳 仪 : 北京 市 六 一 仪器 厂 ; MD2000H 核酸 超 微量 系列 分 光 光 度 计 : 
BioFuture 公司 ; 5804R 型 离心 机 、4308 型 电 转 仪 : 德国 Eppendorf 2]; 7200 可 见 分 光 
光度 计 : 尤 尼 柯 上 海 仪 器 有 限 公司 。 
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1.2.1 甘油 激酶 启动 子 蔡 换 载体 pPICzaA-ghkp 的 构建 : 


使 用 上 海 生 工 Ezup 柱 式 基 因 组 DNA 抽 提 试剂 盒 分 别提 取 C. tropicalis1798 和 C. 
lipolytica 1457 菌 体 的 DNA。 以 C. tropicalis 1798 的 DNA 为 模板 ， 使 用 引物 gk-F. gk-R 进 
ÍT PCR 扩 增 , PCR 扩 增 条 件 为 : 95C 预 变性 5 min; 94C 变 性 30 sec, 58C 退 火 30 sec, 72°C 
延伸 1.5 min, 30 个 循环 72C 延 伸 10 min，4'C 保 存 ， 扩 增 获得 长 度 为 545 bp 的 甘油 激酶 
同 源 辟 基因 gkpR; M C. lipolytica 1457 的 DNA 为 模板 ， 使 用 引物 pGAP-F、pGAP-R 进行 
PCR 扩 增 ，PCR 扩 增 条 件 为 : 95'C 预 变性 5 min; 94C 变 性 30 sec，58'C 退 火 30sec, 72°C 
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延伸 2min, 30 AH; 72°C HEH 10 min，4'C 保 存 ， 扩 增 获得 长 度 为 1000 bp 的 启动 子 基因 
pGAP; 使 用 艾 德 莱 高 纯度 质粒 小 量 快速 提取 试剂 盒 提取 质粒 pPIC9k， 以 质粒 pPIC9k 为 模 
板 , 使 用 引物 Kan'-F 和 an-R 进行 PCR 扩 增 , PCR 扩 增 条 件 为 : 95 C 预 变性 5 min; 94 °C 
变性 30s，57 CEK 30s, 72 人 延伸 3.5 min, 30 个 循环 ，72 CEH 10 min, 4 保存 ，30 
个 循环 扩 增 获得 长 度 为 1358 bp 的 G418 抗 性 基因 片段 kan”; 使 用 SanPrep 柱 式 DNA 胶 回 收 
试剂 盒 ( 上 海 生 工 ) 分 别 胶 回 收 制 得 的 gkzpR 片段 .pG4P 片 段 和 ko 片段 。 选 择 酶 切 位 点 BamHI 
将 质粒 pPICzaA 线性 化 并 作 去 磷酸 化 处 理 ， 去 磷酸 化 方法 按照 Alkaline Phosphatase(Calf 
intestine) 。 将 G418 抗 性 基因 片段 kan’ 用 一 步 法 无 颖 克隆 连接 至 pPICzaA 得 到 重组 载体 
pPICzaA-Kan’”。 


连接 方法 按 参 照 One Step Cloning Kit(ClonExpressILVzayme,China)。 选 择 酶 切 位 点 SacI 
将 载体 pPICzaA-Kaz 进 行 线性 化 并 作 去 磷酸 化 处 理 , 将 基因 片段 gkpR 无 颖 连接 至 线性 化 载 
体 pPICzaA-Kan" 得 到 重组 载体 pPICzaA-Kan'-gkpR 。 选 择 酶 切 位 点 Avi 将 载体 
pPICzaA-Kan"-gkpR 线性 化 并 作 去 磷酸 化 处 理 ， 将 启动 子 pGC4P 无 颖 连接 至 线性 化 载体 获得 
重组 质粒 pPICzaA-Kan'-pGAP-gkpR (图 1) 。 


pPICzaA BPAP 


Candida tropicalis 1798-gkPr 


图 1C tropicalis 1798-gkPr 构建 流程 图 
Fig.1 Flowchart of construction of C. tropicalis 1798-gkPr 

1.2.2 重组 质粒 的 浓缩 

用 高 纯度 质粒 小 量 快速 提取 试剂 盒 〈 由 艾 德 莱 生 物 公 司 提供 ) 提取 重组 质粒 
PPICza4-glp。 疝 提取 的 质粒 中 加 入 1/10 体积 3molL 乙酸 钠 和 2.5 倍 体积 无 水 乙醇 ， 并 置 于 
-20'C 冰 箱 冷 却 20min, 后 经 12000r/min 离心 Smin 得 到 沉淀 ; 加 入 300ul 75% 乙 醇 重 悬 沉 淀 ， 
12000r/min 离心 除去 乙醇 ，37C 风 于 30min， 最 后 加 入 15~18ul ddH2O 重 悬 DNA。 使 用 核酸 
超 微 量 分 光 光 度 计 (BioFuture MD2000) 测定 回收 DNA 浓度 ， 并 最 终 获得 浓度 为 
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200~1000ng/ul 的 DNA 溶液 。 
1.2.3 电 转 感受 态 细胞 制备 
将 C. tropicalis 1798 接种 到 含 50 mL 菌 体 增殖 培养 基 的 250 mL 三 角 瓶 中 ，30 °C. 200 
rmin， 摇 床 过 夜 培养 , 将 过 夜 培养 的 菌 液 涂 布 ， 得 到 C. tropicalis 1798 单 菌落 ;用 接种 环 挑 
取 C. tropicalis 1798 单 菌落 到 50 mL 菌 体 增殖 培养 基 中 ,30 °C. 200 r/min, 12h 后 转 接 ， 培 
F 10h; 取 1.5 mL 菌 液 到 EP 管 中 ，3 000 r/min， 离 心 1 min， 收 集 菌 体 ， 用 1.5 mL 预 冷 的 
无 菌 水 歇 打 悬浮 细胞 ，3 000 rmin， 离 心 min, FL, Al mL 预 冷 的 无 菌 水 悬浮 细胞 ; 
3 000 rmin， 离 心 1 min， 弃 上 清 , 用 1 mL 1 mol/L 预 冷 的 山梨 醇 悬 浮 细胞 ， 3 000 wmin， 离 
心 1min， 弃 上 清 ， 用 80 pL 预 冷 的 山梨 醇 悬 浮 细胞 ， 即 制 成 热带 假 丝 酵母 电 转 化 感受 态 ; 
将 制备 好 的 感受 态 细胞 于 -80 'C 保 存 ， 以 备 后 用 。 
1.2.4 电 转 化 
将 浓缩 后 的 重组 质粒 与 C. tropicalis 1798 感受 态 混 合 均匀 后 加 入 2 mm 电 转 杯 预 冷 5 
min， 并 使 用 Eppendorf 电 转 仪 在 1 500 V、5 ms 条 件 下 电击 两 次 ， 进 行 电 转化 03-4。 电 转 后 
立即 加 入 1 mL 预 冷 的 菌 体 复苏 培养 基 ， 混 匀 ， 并 将 其 转 至 灭 过 菌 的 EP 管 中 ，30 CRER 
床 复苏 培养 1h， 离 心 重 悬 后 涂 布 含 G418(1 mg/mL) iik YPD 培养 基 ，30 C 恒 温 培养 箱 中 
培养 1 一 2 d， 筛 选 抗 G418 的 菌株 。 
1.2.5 阳性 重组 菌株 的 鉴定 
挑 取 上 述 菌 落 接种 到 含 G418 抗 性 的 液体 YPD 培养 基 中 ，30 ‘C 培 养 过 夜 后 8 000 r/min 
离心 收集 菌 体 ， 使 用 上 海 生 物 工程 有 限 公司 提供 的 试剂 盒 提取 重组 菌 DNA， 并 以 获得 的 基 
因 组 为 模板 ， 分 别 以 引物 pGAP-F 和 pGAP-R 为 引物 进行 PCR 扩 增 , 扩 增 产物 利用 1% 琼 脂 
糖 凝 胶 电泳 进行 验证 ， 最 终 获得 阳性 重组 菌株 。 
1.3 始 菌株 和 重组 菌株 的 发 酝 培 养 与 二 元 酸 的 测定 
Hx 500 pL 甘油 管 保藏 的 C. tropicalis 1798 和 C. tropicalis 1798-gkPr, 分 别 接 种 于 50 mL 
液体 YPD 培养 基 ，30 °C. 200 r/min 培养 12 h。 取 种 子 培养 液 转 接 于 50 mL 发 酵 培 养 基 ( 含 
葡萄 糖 ) 中 ， 接 种 量 为 10%、30 C, 200 r/min 摇 床 培养 ， 待 生长 稳定 后 调节 发 酵 液 pH 值 为 
7.5， 加 入 5% 烷烃 ， 进 入 产 酸 期 。 在 产 酸 期 ,每 12h 调节 pH 到 7.5b 并 取样 保存 ， 产 酸 期 6 
d. 


— 


HY 20 mL 发 酵 液 ， 加 入 2 mL 4 mol/L 的 NaOH 溶液 ， 沸 水 浴 5 min， 混 匀 ， 冷 却 后 置 于 
50 mL 离心 管 中 , 10 000 r/min 离心 10 min。 吸 取 中 间 的 水 相 于 50 mL 锥 形 瓶 中 , 滴 加 3 mol/L 
pH 为 2 一 3 之 间 ， 使 二 元 酸 完全 结晶 析出 。 抽 滤 ， 并 用 去 离子 水 洗涤 锥 形 瓶 


的 硫酸 溶液 至 
和 滤 饼 ， 至 滤液 和 滤纸 呈 中 性 为 止 。 将 滤 饼 及 滤纸 移入 150 mL HH, IMA 30 mL 体积 分 
数 为 95% 乙 醇 作 溶剂 ， 加 热 使 二 元 酸 完 全 溶解 ， 加 入 2 一 3 滴 溴 百里香 酚 蓝 作 指 示 剂 ， 用 
NaOH 标准 液 滴定 至 终点 。 
1.4 原始 菌株 和 重组 菌株 培养 过 程 中 甘油 含量 的 测定 
Hx 500 pL 甘油 管 保藏 的 C. tropicalis 1798 和 C. tropicalis 1798-gkPr, 分 别 接 种 于 50 mL 
含 2% 甘 油 的 液体 无 糖 YPD 培养 基 , 30 °C. 200 r/min 振荡 培养 , 每 2h 取样 检测 其 ODeoo 值 。 
准确 吸取 一 定量 的 上 清 液 ， 放 入 50m 三 角 瓶 中 ， 加 入 水 10m, 2-3 WARA; FA 
0.1molL 标准 NaOH 溶液 滴定 至 中 性 ( 微 红 ) ， 加 入 10ml 0.1molL 的 高 碘 酸 钠 溶液 ， 闭 光 反 


ry 
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应 Smin; 再 加 入 25% 乙 二 醇 溶液 sml， 闭 光 5min; 最 后 用 0.1molL 标准 NaOH 溶液 滴定 至 
中 性 ， 记 录 消 耗 NaOH 溶液 体积 V(mL).。 
2. 结果 讨论 
2.1 甘油 激酶 启动 子 蔡 换 载体 pPPICzaA-g1p 的 构建 

以 C.tropicalis1798 的 DNA 为 模板 , 使 用 引物 gk-F. gk-R 进行 PCR 扩 增 ,1% 琼脂 糖 凝 
胶 电 泳 检测 在 500 bp 左右 出 现 特异 性 电泳 条 带 (图 2a)， 与 理论 长 度 545 bp 相符 ， 表 明成 功 
IRE PREY gkpR; V C. lipolytica 1457 的 DNA 为 模板 ， 使 用 引物 pGAP-F、pGAP-R 进行 
PCR 扩 增 ，1% 琼 脂 糖 凝 胶 电泳 检测 在 1000 bp 左右 出 现 特异 性 电泳 条 带 (图 2b)， 与 理论 长 
FE 1000 bp 相符 ， 表 明成 功 获得 启动 子 pG4P; 以 质粒 pPIC9k 为 模板 ， 使 用 引物 Kan'-F 和 
Kan'-R 进行 PCR 扩 增 , 1% 琼 脂 糖 凝 胶 电泳 检测 在 1300 bp 左右 出 现 特异 性 电泳 条 带 (图 2c)， 
与 理论 长 度 1358bp 相符 ， 表 明 已 成 功 获得 G418 抗 性 基因 片段 kan; 以 提取 的 质粒 为 模版 ， 
以 gk-F 和 gk-R 进行 PCR 扩 增 ，1% 琼 脂 糖 凝 胶 电泳 检测 在 500bp 左右 出 现 特异 性 电泳 条 带 
(图 2d)， 与 理论 长 度 545 bp 相符 ， 表 明 同 源 臂 基因 gfpR 已 成 功 连接 至 载体 ， 以 提取 的 质粒 
为 模板 ， 以 pGAP-F、pGAP-R 进行 PCR 扩 增 ，1% 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 检测 在 1000bp 左右 出 现 
特异 性 电泳 条 带 (图 2e)， 与 理论 长 度 1000 bp 相符 ， 表 明 启 动 子 替换 载体 pPICzaA-gkp 构建 
成 功 ; 
2.2 pPICzaA-gkp 的 电 转 化 及 鉴定 
使 用 乙醇 沉淀 法 浓缩 获得 的 重组 质粒 , 使 用 核酸 超 微量 分 光 光 度 计 (BioFuture MD2000 ) 
测定 回收 DNA KE, ARER DNA 浓度 为 453.26 ng/uL. 10 uL 回收 片段 与 100 uL C. 
tropicalis 1798 感受 态 细胞 混合 并 电 转 化 ， 并 使 用 引物 pGAP-F 和 pGAP-R 对 含 G418 平板 
上 生长 菌落 的 基因 组 进行 验证 ，1% 琼 脂 糖 凝 胶 电泳 检验 PCR 产物 ， 结 果 如 图 2f 所 示 ， 表 
HH pPICzaA-Kan’-pGAP-gkpR 与 pek 发 生 同 源 重 组 ， 完 成 甘油 激酶 gk HITREM. 


bpM 1 2 3 


5000- 
3000- 
2000- 
-1000bp 1000- 
750 - 
500 - 
250 - 
100 - 


-1358bp 
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-1000bp 
-1000bp 
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图 2 PCR 产物 电泳 图 
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Fig.2 Electrophoresis of amplified products of PCR 


(a): M: DL5000 Marker; Homologous arm gene gkpR, 545 bp. (b): M: DL5000 Marker; Promoter gene pGAP, 1000bp. (c): M: DL5000 


Marker:; G418 resistance gene fragment kan”, 1358 bp. (d): 


M: DL5000 Marker; Homologous arm gkpR was ligated to recombinant 


vector colony PCR for validation, 545bp. (e): M: DL5000 Marker; The promoter pGAP was ligated to recombinant vector colony PCR for 


validation, 1000bp. (f): M: DL5000 Marker; Recombinant strain genome verified by PCR - derived promoter pGAP, 1000bp. 


2.3 C. tropicalis 1798 和 C. tropicalis 1798-gkPr 生长 速率 及 碳 源 利 用 分 析 
将 C. tropicalis 1798 和 C. tropicalis 1798-gkPr 接种 于 50 mL 发 酵 液体 培养 基 , 接种 量 为 
2% ，30 °C. 200 r/min 的 条 件 下 培养 ， 


绘制 生长 


12% 


由 图 3 可 知 ， 以 人 


稳定 期 ( 见 


源 时 ，C tropicalis 1798-gkPr 的 生长 速 


1798-gkPr 


FD) TAR ZF BA 


葡萄 糖 为 唯一 碳 源 时 ， 两 个 
图 3a)， 表明 启 动 子 基因 pGAP 的 替换 对 和 葡萄糖 的 代谢 影响 不 大 ; 


TK AY, ODeoo 值 下 降 ， 进 入 衰退 


每 个 菌 做 3 个 平行 ,每 隔 2 h 取样 并 检测 其 


ODseoo 值 


菌 的 生长 速度 基本 一 致 ，10h 后 生长 均 进 入 


以 甘油 为 唯一 碳 


率 明 显 高 于 C. tropicalis 1798, 14h 时 C. tropicalis 
的 ODeoo 达到 最 大 10.98， 比 C. tropicalis 1798 最 大 ODeo 高 3.350 14h 后 由 于 营 


展期 ( 见 图 3b). C. tropicalis 1798 和 C. 


tropicalis 1798-gkPr 对 培养 基 中 和 葡萄糖 的 消耗 情况 基本 一 致 ( 见 图 


I PRT A 


和 葡萄糖 的 代谢 影响 不 大 ; 


LH 


| 为 唯一 碳 源 培养 20h， 


3c), 表 明 局 动 子 基因 pGAP 
C. tropicalis 1798-gkPr Xt 3% 


养 基 中 甘油 的 消耗 量 达 


到 81.5%， 比 C. tropicalis 1798 高 


的 蔡 换 显著 的 提高 


—®— C. tropicalis 1798 


热带 假 丝 酵母 对 甘油 的 利用 效率 。 
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14.5%( 见 图 


—"—C. tropicalis 1798 
—4—C. tropicalis 1798-gkPr 


3d)。 表 明 启 动 子 pG4P 
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3 C. tropicalis 1798 和 C. tropicalis 1798-gkPr 生长 曲线 及 碳 源 利 用 分 析 
Fig.3 Culture curve and carbon source utilization of C. tropicalis 1798 and C. tropicalis 1798-gkPr 
(a): The growth curve of C. tropicalis 1798 and C. tropicalis 1798-gkPr when glucose is the sole carbon source.(b): 
The growth curve of C. tropicalis 1798 and C. tropicalis 1798-gkPr when glycerol is the sole carbon source.(c): 
The consumption of glucose in the culture medium of C. tropicalis 1798 and C. tropicalis 1798-gkPr.(d): The 
consumption of glycerol at C. tropicalis 1798 and C. tropicalis 1798-gkPr when glycerol was the sole carbon 


source. 
2.4 以 油脂 为 底 物 C. tropicalis 1798 和 C. tropicalis 1798-gkPr 的 发 酵 验证 

菌 体 生长 进入 稳定 期 后 加 入 5% 油 脂 ， 每 12 h 调节 pH 到 7.5， 产 酸 期 6 do HEES 
氧化 钠 浴 液 滴定 ， 测 得 二 元 酸 的 质量 浓度 ， 结 果 表 明 ，C. tropicalis 1798-gkPr 比 C. tropica 
lis 1798 产 二 元 酸 的 量 明显 提升 ， 其 产量 为 5.48g/L， 较 C. tropicalis 1798 产 长 链 二 元 酸 的 
量 提升 了 32.7%。〔 见 图 4) 


—— C. tropicalis 1798 
64 —a&—C. tropicalis 1798-gkPr 


元 酸 产量 (g/L) 


长 链 二 


: i : —————— 
0 20 40 60 80 100 120 140 160 
时 间 Ch) 


4 C. tropicalis 1798 和 C. tropicalis 1798-gkPr 发 酵 油 脂 曲线 


Fig.4 Fermentation curve of grease by C. tropicalis 1798 and C. tropicalis 1798-gkPr 


FE 


启动 子 是 基因 表达 调控 的 顺 式 元 件 , 也 是 基因 工程 表达 载体 的 一 个 重要 元 件 , 启动 子 在 
转录 水 平 上 的 重要 作用 ， 不 仅 决 定 了 基因 的 表达 水 平 ， 也 决定 了 基因 表达 的 时 空 顺序 05171。 
pGAP 是 一 种 组 成 型 强 启动 子 ， 当 与 表达 载体 一 起 整合 到 酵母 基因 组 中 ， 可 以 随 基因 组 一 起 
复制 和 遗传 ， 避 免 了 外 源 基 因 的 丢失 现象 09。 
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本 实验 利用 PCR 扩 增 技术 获取 热带 假 丝 酵母 gk SERV ghkp. AeA REREH JA oh 
子 基因 pGAP, 抗 性 标签 G418 基因 kan". 借助 一 步 法 无 颖 克隆 技术 构建 热带 假 丝 酵母 pGAP 
基因 栓 换 载体 (pPICzaA-g1p)。 借 鉴 酵母 菌 中 目的 基因 裔 除 常用 双 交 换 同 源 重组 的 方法 [1920]， 
即 采 用 以 质粒 为 载体 的 同 源 双 交 换 , 获取 目的 基因 上 下 游 两 段 基 因 序 列 作 为 同 源 辟 , 构建 穿 
梭 载 体 或 自杀 载体 并 转化 到 目的 菌株 中 , 转化 后 需 先后 发 生 两 次 单 交 换 , 实现 目的 基因 的 剖 
余 的 方法 PI， 来 实现 启动 子 基 因 的 栓 换 ， 构 建 的 更 换 载体 包含 三 段 序 列 即 同 源 辟 和 目的 基 
因 、 抗 生 素 抗 性 标签 基因 ， 构 建 流程 简单 ， 基 因 更 换 周期 短 ， 有 效 降低 实验 成 本 ,提高 工作 

对 启动 子 pG4P 基因 蔡 换 的 菌株 经 过 发 酵 研 究 发 现 : 在 以 葡萄 糖 为 唯一 碳 源 时 对 细胞 的 
生长 影响 较 小 ,在 以 甘油 为 唯一 碳 源 时 重组 菌株 C. tropicalis 1798-gkPr 生长 速度 明显 快 于 原 
始 菌 株 C. tropicalis 1798， 并 且 重 组 菌株 对 培养 基 中 甘油 的 消耗 量 明显 高 于 原始 菌株 。 以 油 
脂 为 底 物 发 酵 时 重组 菌株 C. tropicalis 1798-gkPr 比 原始 菌株 C. tropicalis 1798 产 长 链 二 元 酸 
的 量 升 高 ， 其 产量 为 5.48g/L， 比 C. tropicalis 1798 产 二 元 酸 提高 了 32.7%; 因此 表明 C. 
tropicalis 1798 中 甘油 激酶 的 启动 子 pgk 在 被 更 换 成 PG4P 后 , 提高 了 C. tropicalis 1798 对 于 
油脂 组 分 中 甘油 成 分 的 利用 效率 , 此 外 研究 还 发 现 , 甘油 利用 效率 提高 的 同时 也 缓解 了 热带 
假 丝 酵母 对 于 产物 的 降解 消耗 ， 进 而 提升 了 长 链 二 元 酸 的 产量 。 
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